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マウスCD19遺伝子細胞外ドメインの単離と
その性状解析
臨床検体からのムンプスウイルスゲノムの検出
　　一星野ワクチン株と野生株との鑑別一
（免疫学教室・（，浅倉英樹、水口純…郎）
　　1）東京医科大学小児科
　　2）北里研究所ウイルス部
柏木保代1）河島尚志1）武隈孝治1）　星加明徳1）
山口真也2）森　孝之2）中山哲夫2）
　［目的］CD19は、　CD21、およびCD81（TAP
A一1）と複合体を形成して、B細胞抗原レセプター
（BCR）を介した増殖分化シグナルの補助レセプタ
ー一一 ﾆして、シグナル伝達の調節に働くと考えられて
いる。CD19遺伝子が機能的に欠損したマウスでは
、B細胞の数や反応性の低下、腹腔B1細胞の顕著
な現象、および特定アイ’ノタイプの免疫グロブリン
レベルの低下などが観察され、CD19の調節分子と
しての重要性が示唆されているが、シグナル変換機
序は解明には至っていない。
　そこで、CD19分子と相互作用する分子検索、お
よび特異的抗体作成に用いる抗原としての融合蛋白
質調製を目的としたCD19遺伝子細胞外ドメインの
単離を開始した。
　［材料と方法］Balb／cマウス牌臓から、　AGPC
法で調製したtotal　RNAを鋳型としたRT－PC
RによりcDNAを合成した。，　CD19細胞外ドメイ
ン遺伝子をはさむオリゴヌクレオチドプライマ…と
して、5，側はSacl認識部位と翻訳開始部位を含む
35－mer［FW9，一9～26］、3’側は膜貫通領域近傍の細
胞外ドメイン相当のHhld皿認識部位を含む34－mer
［RV9］を用いた。また、　CD19遺伝子全長をコー
ドするcDNAの増幅には3’側に終止コドン近傍の
配列相当のプライマー［RV6あるいはRV7］を用い
た。RT－PCR産物は、　Tベクター、あるいは
pUC119にサブノフローニングし、単離遺伝子断片の
構造を分析した。
　［結果および考察］RT－PCRにより、　CD19分
子のほぼ全長、および細胞外ドメインのほぼ全長を
コードすると思われる、それぞれ約1，800bp、およ
び約900bpのcDNA断片を得た。後者の約900bpの
cDNA断片をサプクローニングし、コンピテント
大腸菌」DH5αの形質転換陽性クローンを得た。こ
のクロL一ンから抽出したプラスミッドDNAの制
限酵素処理結果は、CD19の細胞外ドメインのほ
ぼ全長に相当する鎖長をコードするcD　NAの単離
を示した。この遺伝子断片の塩基配列を決定し、
C　Dl（Jの細胞外ドメインをコードする事を確認し
たら発現ベクターに挿入しGD19の細胞外ドメイ
ンのGST融合蛋白質を得たいと考えている。
目的；ムンプスは小児科領域で重要な疾患の1つであり、
髄膜炎や高度難聴などの原因ともなり、耳下腺の腫脹を
伴わないこともある。確定診断はウイルス分離によるが、
ムンプスにおけるウイルス分離率は低く、約1／3にすぎ
ない。我々は第43回日本ウイルス学会において過去20
年間のムンプスウイルスのSHからHN領域の塩基配列の
変化を報告した。その実験結果に基づき今回臨床検体よ
り直接ムンプスウイルスゲノムを検出するRT－PCR法を
開発し、星野ワクチン株に特異的な塩基配列から野生株
と鑑別する方法を開発したので、過去20年間のムンプス
ウイルスの塩基配列の変化とあわせて報告する。
対象と方法；対象は咽頭ぬぐい液52検体、髄液26検体
である。グアニジンチオシアネートを用いてTotalRNAを
抽出し、ムンプスウイルス特異プライマーによりHN領域
でcDNAを合成しnested　PCRによりムンプスウイルス遺
伝子520bpを増幅した。増幅されたPCR産物はSca　lと
Afl　IIの制限酵素を用いてRFLP法を行い、一部の検体で
はダイレクトシークエンス法により塩基配列を確認したe
結果；1）咽頭ぬぐい液52検体中ウイルス分離陽性は28検
体、PCRによりゲノムが検出された例は37検体であった。
また髄液26検体中ウイルス分離陽性は8検体、PCR陽性
は16検体であった。RT－PCRの感度は10TCID50であり
ムンプス髄膜炎以外の検体は全て陰性であった。2）HN
領域の中で星野株特異の塩基配列を示す部位のうちSca　l
とAfl　IIの制限酵素部位を利用することにより野生株は2
つのパターンに分類できたが、いずれも星野ワクチン株
とは異なったRFLPパターンを示した。
考按；臨床検体から直接にムンプスウイルスゲノムを検出
でき、その領域においてRFLP法により星野ワクチン株と
野生株との鑑別が可能となった。ワクチン後の臨床反応等
の診断に有益な方法と思われる。
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